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背景 －関節の概要と関節疾患－ 
 
 人体を形成する骨の連結は、その連結部が動かない不動結合と、連結部において繋がって
いる骨が可動できる可動結合がある。関節とは内骨格においての骨同士の可動結合部位で
あり、肩や肘、股や膝、足首、指など運動性の大きな可動結合部位は人体内に 68 箇所存在
している 1)。その接合面－関節面は関節軟骨と呼ばれる硝子軟骨に覆われており、連結部全
体は骨膜に続く関節包にて覆われている。関節包は緊張または弛緩することができ、関節体
の軟骨におおわれた面の近くに固着している。連結部全体は骨膜に続く関節包によって包
まれて関節腔が形成されている。関節包は外層の線維膜（線維層）と内層の滑膜（滑膜層）
の２層とからなる。また、関節包内や関節軟骨表面には滑液があり、潤滑油として潤ってい
て摩擦を軽減している 2)（Fig. 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
Fig. 1. Structure of the knee joint. 
 
関節が存在することによって人は様々な動きをすることが可能であるが、可動部位であ
るために、自重や多方面からの負荷、また加齢により、様々な疾患が起こりうる。 
関節疾患の病態や要因は様々であり、日常の行動やスポーツなど外傷的な事から起こる
靭帯損傷や関節脱臼は、年齢層に関係なく起こりうる関節疾患である 3) 。また体重を支え
ている膝関節は疲労や負荷が蓄積しており、老化と共に発症する変形性膝関節痛及び慢性
関節リウマチに伴う関節痛は避けては通れない病気となっている。 
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 変形性膝関節症は、膝や股関節の衝撃を吸収する関節の軟骨が、加齢や肥満、筋力の低下
や集中的な運動によって変形し、半月板のかみ合わせが緩んだり、変形や断絶を起きたりす
る事で、炎症や痛みを引き起こした症状である 4) 。症状が進行すると軟骨が摩耗し骨が互
いに衝突、さらなる痛みを引き起こす。膝関節のクッションの役目を果たす膝軟骨や半月板
が、長期間に少しずつすり減り変形することで起こる一次性変形性膝関節症と、関節リウマ
チや膝のケガなどの他の原因によって引き起こされる二次性変形性膝関節症の 2 種類があ
る。変形性膝関節症という病気はありふれた疾患であり、日本国内に限っても患者数が約
700 万人いるとされ、特に 60 代女性の約 40％、70 代女性の約 70％がかかっているとされ
る 5) 。 
 関節リウマチは、多発性関節炎を主体とし、自己免疫機構が主に関節や軟骨を攻撃して、
これにより炎症や痛みを引き起こす代表的な膠原病である。発症には遺伝的要因と、環境要
因が関わっているとされる。特に勝滑膜に侵食し増殖、滑膜炎を起こし、増殖した滑膜が骨
を破壊する。関節リウマチの患者数は世界的に 7,000 万人と推定されている 6)。また日本の
厚生労働省リウマチ学研究グループでは、関節リウマチ単独患者数は 70 万人、日本では 1
年に 15,000 件の新たな症例がある 7) 。 
 関節痛を引き起こす原因や疾患は様々あるが、関節痛は関節内に炎症が生じているため
であることは確認されている。しかしながら、発症要因の解明は進んでいるが、関節痛その
もののメカニズムは、まだ明確には解明されていない。そのため、明確な治療法もいまだ確
立されてはいない。 
 関節炎症を抑制するためには、メトトレキセートのような経口製剤、およびアダリムマブ
のような皮下注射を全身的薬物療法として臨床的に使用される。メトトレキセートは、ジヒ
ドロ葉酸レダクターゼを阻害することによって核酸合成を阻害し、免疫系の活性化によっ
て関節痛を軽減する 8,9) 。アダリムマブは関節内に豊富に放出され、炎症を誘発する TNF-
α に結合する。そして TNF-α の受容体への結合および炎症性シグナルの伝達を阻害する。
さらにアダリムマブは TNF-α を産生する細胞に結合し、細胞死を引き起こす 10,11）。全身的
薬物療法は、疾患の進行を遅延させる可能性はあるが、骨髄抑制や重度の感染などの副作用
が問題となっている 12,13) 。 
 また疼痛緩和として、ファルネシル酸プレドニゾロンのようなステロイドの局所投与に
よる炎症の軽減、及びヒアルロン酸（HA）の関節内注射もまた行われる。ステロイドは強
い抗炎症作用があり、古くから治療に用いられてきた。開発された当初はその優れた炎症の
抑制力から関節リウマチの特効薬として利用された。しかし、関節リウマチに対する効果は
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限定的であり、またさまざまな副作用があるために、その使用はあくまで補助的なものとな
っている 14,15) 。 
 HA はもともと関節腔に存在する物質であり、関節液に富み関節運動を円滑にする。関節
軟骨および半月板の成分でもあり、関節への影響を軽減する働きがある 16-18)。HA を使用す
る関節疼痛緩和剤の例には、Synvisc®、Artz®、および Suvenyl®などがある。しかしこれら
HA 製剤は、潤滑剤として疼痛の緩和はできるが、根本的な治癒には至っていない。 
 現在原因の究明と並行し、真の寛解に繋がる医薬品の開発が行われているが、効果的な薬
物ベースの治療を行うため、そして全身的な副作用を抑制するためには、関節腔内局所に直
接薬物を注射投与することが有効であると考えられる。 
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目的 
 
 現在製薬会社などで寛解に繋がる医薬品の開発が進められている。その中で、全身性の副
作用が懸念されているため、関節腔内投与を行い疼痛治療や炎症抑制が試みられているも
のもある。しかし、動物における関節腔内注射製剤では、関節炎に対する薬物効果があまり
確認されないことが問題になっている。 
 この原因として、関節液の関節腔外への循環が速く、また薬物の漏出が速いため、投与し
た薬物が関節腔内に留まらず、外部へ流出してしまっていると想定される。その結果、関節
局所における薬物の有効濃度が十分な時間維持されなかったと考えられる。直接関節へ薬
物を注射する製剤は現在無く、また関節腔内に投与した薬物の動態をモニタリングしたデ
ータも少ない。 
 そこで我々は、薬物の関節腔内投与後の薬物循環をモニタリングする条件を検討し、関節
腔内徐放性製剤開発に適用することを考えた。 
我々は吸入剤開発研究等において、real time in-vivo imaging system (IVIS) を用いた蛍光イ
メージングによる薬物動態のモニタリングを行っている 19-20）。この IVIS を用いて、まず関
節腔内投与後の薬物動態を検証することとした。モデル薬物には、蛍光物質として薬物動態
研究で使用実績があり、水溶性の高く関節外への流出が速いと想定される、インドシアニン
グリーン (ICG) を用いることとした。ICG は分子量が 775 の蛍光分子で、肝循環機能検査
用薬や蛍光血管造影剤として用いられており、蛍光イメージングで薬物動態を確認するの
に適した薬物である 16,17）。我々は ICG 含有製剤を調製し、ラット関節腔内投与後の ICG 薬
物動態を検証することとした。 
そしてモニタリングされたデータを基に、薬物の関節外への流出を抑制し、関節内に徐放
をする製剤の開発を行うことにした。 
徐放性製剤として、アーリーステージの化合物の薬理効果に用いることの出来る簡便な
製剤と、将来の製品薬剤としても用いることのできる長期徐放製剤の開発を目指すことと
した。そして簡便な徐放性剤として、マトリックス型徐放性ゲル製剤の開発を、長期徐放製
剤として、乳酸・グリコール酸共重合体 (PLGA) 粒子製剤を試みた（Fig. 2）。 
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Fig. 2. Image model of formulation.  
 
 マトリックス型徐放性ゲル製剤は、膨潤溶解性添加剤を用いた製剤で、徐々に表面から
水分が浸透し溶解していく。そしてゲル層を通じて薬物が拡散する。ゲルの粘弾性による関
節疼痛緩和の機能も期待されると同時に、簡便な処方設計性と安価な基材であることもあ
り、開発段階の初期ステージの化合物スクリーニングには適していると考えられる。 
 マトリックス型徐放性ゲル製剤の基剤には、ヒアルロン酸とメチルセルロースを用いた。 
ヒアルロン酸は N-アセチルグルコサミンとグルクロン酸の鎖状構造からなる。大変強い
保水力を有しており、1 g で 6 L の水を保持すると言われている。また非常に高い粘性と弾
性が特徴であり、粘性と弾性はヒアルロン酸の濃度や分子量によって異なる。関節腔内にも
ともと存在する物質で、関節液の中に多く含まれ、関節の動きをスムーズにしている。また
関節軟骨や半月版の構成成分でもあり、関節への衝撃を和らげる働きもある。 
メチルセルロースは、マトリックス徐放性製剤の親水性基剤として汎用されている。比較
的安価であり我々も徐放研究で取り扱った実績があり、一般的なセルロース系ゲル基剤の
代表として用いた。 
 PLGA を始めとした生分解性ポリマーは、組織工学や薬物送達学の分野で重要な材料とし
て研究が進められている。PLGA は他のどの生分解性ポリマーよりも幅広く研究されてお
り、体内でエステル主鎖の加水分解によって無害の化合物に分解される。市販製剤として皮
下投与注射剤のリュープリン®がある。ドラッグデリバリーシステム (DDS) 製剤研究に多
く用いられており、長期な徐放性が期待され、将来製品化を想定した製剤としても有用であ
ると考えられる。 
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 そして最終的にはそれぞれの特性を生かした、PLGA/HA 2 段階徐放製剤の開発を試みた。 
PLGA 粒子をゲル基材で包み込むことで、粒子からの初期薬物流出を押さえ込み、粒子から
ゲル、ゲルから膝関節とよりスローなリリースが出来ると考えた。また膝関節内の異物感の
軽減に繋がり、クオリティ・オブ・ライフ（以下 QOL）の向上にも繋がると思案した。 
 本研究では、ICG を含有した上述の製剤を検討し、薬物動態のモニタリングを行った。ま
た局所徐放性の確認を関節内薬物残存量で確認する事にした。関節内残存量は、ICG の蛍光
強度と、物抽出の 2 つの方法で検討を行った。 
 第 1 章では、ラット膝関節腔内投与後の薬物動態の確認のための手技の確立、ICG を用
いたモニタリング条件の検討、また ICG 薬物水溶液を用いた薬物動態のモニタリングを行
った研究について述べた。 
 また第 2 章では、簡易調製できるマトリックス型徐放性ゲル製剤の調製及び徐放性の確
認を行った研究について述べた。 
 さらに第 3 章では、長期徐放と製品製剤を想定した PLGA 粒子製剤の調製、及びマトリ
ックス型徐放性ゲル製剤と併用した 2 段階徐放製剤の開発を行い、そして徐放性の確認を
行った研究について述べた。 
 以上の研究成果をまとめ、総合的な関節内徐放性製剤の設計技術の獲得を目指した。 
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Ⅱ．本論 
 
第一章 関節腔内投与後の薬物動態の確認 
 
1.1 緒言 
関節腔は滑液で満たされている。滑液は主に関節包の内側にある滑膜の B 型滑膜細胞か
ら産生される、高濃度ヒアルロン酸を含む粘稠性のある関節内腔液である。関節液が存在
する関節腔は外側を関節膜に覆われており、この関節膜を通して関節液は関節腔外の血管
と循環している 22）。関節腔はどの部位もあまり広い空間ではなく、最も広い膝関節内に存
在する関節液の量も、正常で約 3～5ml といわれている。 
人間の膝関節への薬剤投与法や投与量は HA 注射剤などで確立されているが、ラットの
関節腔は非常に狭く投与が難しい。また適切な量を投与しなければ、関節外に溢れ出して
しまい正確なモニタリングができない。そして適切な濃度の ICG 溶液を投与しないと、
IVIS による蛍光確認ができない。 
そこで本研究の初期検討として、麻酔下のラットの膝関節に確実に投与できるよう、投
与実習を行うと共に、関節部目視確認による投与手技確認を試みた。  
また異なる濃度の ICG 溶液を投与し、IVIS による蛍光強度の確認を行い、適切な ICG
投与濃度条件の検証を行った。更に関節腔周辺及び全身の蛍光強度の経時変化を追跡し、
投与後の ICG 動態を確認した。 
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1.2 実験方法 
1.2.1 試薬、実験動物及び実験機器 
投与する蛍光物質として、インドシアニングリーン（ICG）は和光純薬工業株式会社（大
阪）から購入した。溶解液には注射用水を大塚製薬工場株式会社（徳島）から購入した。麻
酔薬にはイソフルラン を DS ファーマアニマルヘルス株式会社（大阪）から購入した。 
 ラット関節腔内への薬剤投与には、26 G × 1/2 (内径 0.45 mm×13 mm) の針をテルモ株式会
社（東京）から購入し、HAMILTON 社（ネバダ州レノ、米国）のマイクロシリンジに装着
し用いた。 
 実験動物として、日本エスエルシー株式会社（静岡）より 8 週齢の SD 系雄性ラット (体
重約 250 g) を購入し、2 週間内（8～10 週齢）に実験に用いた。本検討で実施した動物実験
は、École Nationale Vétérinaire d’Alfort（Maisons-Alfort, Val-de-Marne, France）の倫理規定に従
って行った。 
 薬物投与、動態の確認には、住商ファーマインターナショナル株式会社（東京）製の real 
time In-Vivo Imaging System (IVIS) を用いて蛍光強度の確認を行った(Fig. 3)。ICG 由来の蛍
光を検出するために、745nm の励起フィルターと 820nm の発光フィルターを用い、露光時
間を 1 秒とした。 
 
 
(a)                    (b)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 (a) real time In-Vivo Imaging System (IVIS). 
   (b) Imaging pictures of pulmonary administration experiment by IVIS. 
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1.2.2 ラット膝関節腔内投与手技の確立と投与許容量の確認 
ラット膝関節腔内への製剤の投与手技の確立と、関節腔内に投与できる薬剤の限界量の
確認のための試験を行った。 
投与薬剤として、ICG 1.0 mg を注射用水 1 mL に溶解させ、1.0 mg/mL の ICG 水溶液を調
製し用いることとした。 
最初に屠殺されたラットの膝関節を解剖し、ラットの膝関節の構造の確認を行った。そし
て注射位置である膝蓋腱の確認を行った(Fig. 4a)。また、注射針を実際に刺し、挿入角度、
深度の確認も行った (Fig. 4b) 。次に気化させたイソフルランを吸引させ、麻酔下にした生
きたラットの膝関節を触診し、膝蓋腱の位置を確認した。そして膝蓋腱に注射針を刺し、1.0 
mg/mL の ICG 水溶液をそれぞれ、10、15、20、25、30 μL、膝関節腔内に投与した。 
投与後に再度気化させたイソフルランを吸引させ、麻酔下にしたラットを IVIS に装着し、
膝関節腔内に ICG 溶液が入っているかイメージングによる確認を行った。また目視確認の
ため、ラットを屠殺し膝周りを切開、ICG 水溶液の注入状態を確認した。 
 
 
(a)                (b)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 (a) Dissected rat knee joint cavity and patellar tendon. 
    (b) Check the position of the patellar tendon of the knee joint cavity,  
          and inject. 
 
 
10 
 
1.2.3 ICG 最適濃度の検討試験 
ICG の蛍光による薬物動態を確認するための最適な濃度条件の検討として、0.5、1.0、
2.0 mg/mL ICG 水溶液を調製し投与を行った。ICG を 0.5 mg、 1.0 mg、2.0 mg 秤量し、そ
れぞれを注射用水 1 mL に溶解させ、各濃度の ICG 水溶液を調製した。 
気化させたイソフルランを吸引させ、麻酔下にした生きたラットの膝関節を触診し、膝蓋
腱の位置を確認した。そして膝蓋腱に注射針を刺し、0.5 ～2.0 mg/mL ICG 水溶液をそれぞ
れ、2-2 の試験で確立した投与量を膝関節腔内に投与した。 
 投与後に、再度気化させたイソフルランを吸引させ麻酔下にしたラットを IVIS にセット
し、 イメージングによる薬物確認を行った。また投与後 1、3、6 時間後に再度イソフル
ランによる吸引麻酔をかけ IVIS にセットし、膝関節周辺を中心とした蛍光を確認した。 
尚、IVIS の測定条件を Table.1.に示す。以降 IVIS での蛍光測定時にはこの条件を用いて
実施している。 
 
Table.1. Measurement conditions and analysis conditions of IVIS. 
 
 
 
1.2.4 ICG 水溶液の動態確認試験 
 2-3 試験により確定した、蛍光測定の最適濃度の ICG 水溶液を、イソフルラン吸引麻酔下
のラットの関節に投与した。そして再度吸引麻酔をかけ IVIS にセットし、イメージングに
よる目視確認、及び膝関節周辺、肝臓、小腸の蛍光を確認、蛍光強度を測定した。 
 また投与後 1、3、6 時間後に再度イソフルランによる吸引麻酔をかけ IVIS に装着し、膝
関節周辺、肝臓、小腸の蛍光を確認、蛍光強度を測定した。 
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1.3 結果 
1.3.1 膝関節腔内投与手技の確立と投与許容量の確認 
ラット膝関節の構造確認及び手技の確立訓練を行った。反復訓練を行う事で、脱毛などを
行わなくても膝関節の触診で膝蓋腱の位置を確認することができ、関節腔内に ICG 水溶液
を注射することが出来るようになった (Fig. 5) 。 
 同じ週齢でほぼ同じ体重でも、個体差により膝関節腔の形状や大きさやの差が見られ、ま
た投与許容量の差が確認された。外観や体重が大きくても、25 µL 以上投与を行った場合、
膝関節から漏れ出る個体も存在した。 
 複数のラットを用いて反復確認を行ったところ、投与量 20 µL までは殆どの固体の関節
腔から薬液が漏れ出ていないことが確認できた。そのため、以降の実験ではラット膝関節腔
への投与量は 20 µL で実施することとした。 
 
 
(a)             (b)            (c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 (a) Anatomical photograph of knee part of rat after injection of ICG. 
       (b) Example of confirming the successful injection of joints by IVIS imaging. 
       (c) leaked out of the joint confirmed by IVIS imaging Example of injection failure. 
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1.3.2 ICG 最適濃度の確認試験 
投与量が確定したので、次に薬物動態モニタリングに最適な濃度を検証する実験を行っ
た。ICG の濃度が各 0.5、1.0、2.0 mg/mL の水溶液 20 µL をそれぞれラット膝関節腔内に投
与、IVIS によって蛍光による薬物動態を観察した (Fig. 6) 。膝関節腔に注入された ICG
は、投与後 1 時間程度で関節膜を通して関節腔外の血管へと移動した後肝臓へ移行し、胆
汁排泄により小腸へと移行していることがイメージングによって確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6. Optical images of fluorescence derived from ICG intra-articularly administered in the 
rat knee joint as 0.5, 1.0, or 2.0-mg/mL solutions. 
 
 
蛍光確認においては、2.0 mg/mL では濃度が高すぎるため蛍光強度が高く、広い範囲で
蛍光が確認されてしまうため、肝臓移行後の動態確認が難しい事が考えられた。それに対
し 0.5 mg/mL 及び 1.0 mg/mL では薬物動態の目視での観察が確認しやすく、また局所ごと
の蛍光強度の測定が容易であると判断される結果が得られた。 
ICG 濃度が 0.5 mg/mL と 1.0 mg/mL においての試験結果の有意差は確認できなかった
が、濃度が高い試験液の方が、製剤化した際に測定が行い易いと判断した為、以降の実験
では、薬物含有量が高く、イメージングによる目視での動態観察、及び局所光量の測定に
適していると判断された、1.0 mg/mL の濃度の製剤を調製し、検討を行うこととした。 
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1.3.3 ICG 水溶液の薬物動態確認試験 
最適濃度と判断した 1 mg/mL の ICG 水溶液 20 µL を麻酔下のラットの膝関節腔内に投
与、IVIS を用いて、膝関節周辺、肝臓、小腸の蛍光強度を、投与直後、1、3、6、24、
72、168 時間後に測定、イメージング写真による目視確認と蛍光強度を算出し、経時的な
薬物動態を確認した(Figs. 7，8) 。 
膝関節周辺の蛍光強度は投与後 1 時間でピークに達した。その後膝関節周辺の ICG の蛍
光強度は経時的に弱くなり、24 時間でイメージングによる目視確認では、殆ど蛍光を観察
できない状態となり、72 時間以内にほぼ消失した。蛍光強度測定においても、膝関節部の
蛍光強度は 24 時間までに殆ど低下しており、168 時間後には消失している結果が得られ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. Optical images of fluorescence derived from ICG intra-articularly administered in the 
rat knee joint as a 1.0-mg/mL solution. 
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Fig. 8.  Time-course of fluorescence intensity of ICG administered in the rat knee joint as a 
1.0-mg/mL solution.  Knee (○), liver (□), and intestine (◇).  Each value represents the mean ± 
S.D. (n=3). 
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1.4 考察及び小括 
投与手技、および測定に適した測定条件の検討を実施したことで、ICG の径時的な薬物動
態をイメージングによる目視確認、及び蛍光強度測定によってトレースできる試験体制が
構築された。また、関節内に投与された薬物の体内挙動をモニタリングすることも成功した。 
水溶液状態で膝関節に投与された ICG の蛍光強度は、投与後 1 時間でピークに達し、24
時間後には殆ど確認が出来なかった。この結果より、投与された ICG は膝関節腔からの漏
出は速いこと、即ち関節空内滑液の外部との循環が非常に早いことが示唆された。滑液に分
散した ICG の関節腔内滞留は 24 時間が限界であることが推察される。 
ICG は分子量が 775 の非常に水溶性の高い薬物である。そのため滑液との親和性も高く、
滑液の循環に乗って関節外へ流出するのは予測された結果であるが、ラットの滑液の循環
が予想以上に早い事が確認されたため、水溶性が高い低分子化合物の水溶液は、膝関節外に
流出することが同様に早いと想定される。勿論化合物の分子量や溶解性、特性によって流出
速度は変化すると考えられるが、水溶液での関節腔内投与注射による薬物治療は、生体構造
的に難しいと判断される。 
水溶性の高い低分子薬物による有効な薬物治療のためには、関節内に長期的に留まる事
ができる徐放性製剤の開発が必要であると、これらの結果で改めて示唆された。薬物を封入
し徐々に崩壊できる基材や剤形は幾つかあるが、関節腔に収まりの良い剤形は限られてく
る。将来の医薬品化を鑑みた検討を行うにあたり、生育や行動を阻害しない基材と剤形を模
索する必要がある。その様な観点を基に、今回の初期実験で得られたデータを基に、ICG を
長期的に徐放する事が出来る製剤の検討を行った。 
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第二章 マトリックス型徐放性ゲル製剤の調製及び徐放性の確認 
 
2.1．緒言 
マトリックス型徐放性ゲル製剤は、膨潤溶解性添加剤を用いた製剤である。薬剤としては、
主に徐放機能を持たせた経口製剤の徐放性基材として用いられている 23,24）。 
日本薬局方に収載されているマトリックス素材としてはヒドロキシプロピルセルロース
（HPC）やヒプロメロース（HPMC）、メチルセルロース（MC）、カルボキシメチルセルロ
ース（CMC）などが用いられている。ポリマーによる徐放は主に経口投与剤として古くか
ら実績があり、関節内製剤としての実績は殆ど無いが、放出挙動のコントロールは行いやす
いと考えた。 
また膝関節腔内の滑液の主成分であるヒアルロン酸ナトリウム（HA）も、高い保湿性を
持つマトリックス機能を持つ物質である。主にヒアルロン酸注射剤として関節や皮下局所
投与などが行われている 25,26)。 ただ、これらはヒアルロン酸ゲルそのものの粘弾性による
クッション効果や膨潤性を狙ったものであり、薬物送達キャリアとして用いられることは
少ない。しかし関節腔内であっても皮下であっても、長期滞留されているからこそ効果が発
揮されているのであり、徐放性基剤として十分期待できると考えられる。またゲル製剤は、
関節において物理的な疼痛緩和効果も期待されることから、本研究の目的に十分適したも
のであると考えた。 
これら 2 種のマトリックス基材に薬物を封入したゲル製剤を調製、間接腔内投与し徐放
する事を試みた。マトリックス基材で調製したゲル製剤は、分子量が高いほど製剤崩壊が遅
く、徐放期間の長期化が期待できる。今回はポリマーの中でも、我々の研究室で徐放剤とし
て使用実績のある、分子量約 140,000 のメチルセルロース 4000 cP グレードと、粉末で入手
できた最高の分子量である、分子量約 2,000,000（1,800,000～2,200,000）のヒアルロン酸ナ
トリウムを用いた製剤の検討を行った。 
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2.2 実験方法 
2.2.1  試薬、実験動物及び実験機器 
ゲル基剤として、メチルセルロース 4000 cP と、ヒアルロン酸 FCH-200 を用いた。 
メチルセルロース 4000 cP グレード (MC、分子量：約 140,000) は、和光純薬工業株式会社
（大阪）から購入した。ヒアルロン酸 FCH-200 (HA、分子量：約 2,000,000)は、キッコーマ
ンバイオケミファ株式会社（東京）から購入した． 
投与する蛍光物質として、インドシアニングリーン（ICG）は和光純薬工業株式会社（大
阪）から購入した。溶解液には注射用水を大塚製薬工場株式会社（徳島）から購入した。麻
酔薬にはイソフルラン を DS ファーマアニマルヘルス株式会社（大阪）から購入した。 
ラット関節腔内への薬剤投与には、26 G × 1/2 (内径 0.45 mm×13 mm) の針をテルモ株式会
社（東京）から購入し、HAMILTON 社（ネバダ州レノ、米国）のマイクロシリンジに装着
し用いた。 
実験動物として、日本エスエルシー株式会社（静岡）より 8 週齢の SD 系雄性ラット (体
重約 250 g) を購入し、2 週間内（8～10 週齢）に実験に用いた。本検討で実施した動物実験
は、École Nationale Vétérinaire d’Alfort（Maisons-Alfort, Val-de-Marne, France）の倫理規定に従
って行った。 
  薬物投与、動態の確認には、住商ファーマインターナショナル株式会社（東京）製の real 
time In-Vivo Imaging System (IVIS) を用いて蛍光強度の確認を行った(Fig. 3)。 
 
2.2.2  ICG 含有徐放性 MC 製剤の調製方法 
ICG 1.0 mg を注射用水 1 mL に溶解させ、1.0 mg/mL の ICG 水溶液を調製した。調製した
1 mg/mL の ICG 水溶液 1.0 mL に、メチルセルロース 4000 cP を 50 mg 攪拌しながら少量ず
つ添加した。全量添加後に攪拌機をセットした減圧機の中に入れ減圧下で撹拌を行い、水溶
液にメチルセルロースを完全に溶解させ、薬物含有ゲル製剤を得た。 
 
2.2.3  ICG 含有徐放性 HA 酸製剤の調製方法 
ICG1.0 mg を注射用水 1 mL に溶解させ、1.0 mg/mL の ICG 水溶液を調製した。調製した
1 mg/mL の ICG 水溶液 1.0 mL に、ヒアルロン酸 FCH-200 50 mg を攪拌しながら少量ずつ添
加した。全量添加後に攪拌機をセットした減圧機の中に入れ減圧下で撹拌を行い、水溶液に
ヒアルロン酸を完全に溶解させ、薬物含有ゲル製剤を得た。 
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2.2.4  ICG 徐放性ゲル製剤の蛍光強度測定による膝滞留性確認試験 
ICG 含有マトリックス型徐放性ゲル製剤を、イソフルラン吸引麻酔下のラットの膝関節
に投与した。そして投与直後に再度吸引麻酔をかけ IVIS にセットし、イメージングによる
目視確認を行うと同時に、膝関節周辺、肝臓、小腸の蛍光強度を測定した。また投与後 1、
3、6、24、72、168 時間後に再度イソフルランによる吸引麻酔をかけ IVIS に装着し、膝関
節周辺、肝臓、小腸の蛍光強度を測定した。 
 
2.2.5  ICG 徐放性ゲル製剤の薬物抽出定量法による膝関節腔内滞留確認試験 
ラットに各製剤を投与後、168 時間の蛍光強度確認が完了するまで飼育した。168 時間の
蛍光強度確認終了後に、二酸化炭素中毒によりラットを屠殺、解剖し膝関節を摘出した。摘
出した膝関節を、関節腔に沿って切り開きながら 50mL の試験管に入れ、MeOH 4mL で洗
い流すように加えた。その後超音波を適時当てながら攪拌を 30 分程行った。硫酸ナトリウ
ム飽和液 4mL で取り出した膝関節を攪拌洗浄しながら加え、更に MeOH 20μL と酢酸エチ
ル 4mL を加え攪拌した。撹拌後、遠心分離機（10000rpm、10 分）で抽出液を分離し、上澄
み液上澄み液を回収した。これを 2 度繰り返した。回収した上澄み液 10mL を試験管にと
り、ヒートブロックで加温しながら窒素気流下で乾燥させた。乾燥後の残渣に注射用水を
1mL 加え溶解し、紫外可視分光光度計を用いて、吸光波長 784nm の条件で測定を行った。 
ベースラインとして、薬物未含有の注射用水をラットの膝関節に投与、薬物と同じように
抽出し乾燥工程を行い、注射用水を 1mL 加え攪拌したものを紫外可視分光光度計で、吸光
波長 784nm の条件で測定を実施し、得られた値を引くことで補正した。 
またこのベースライン抽出液を分注し、濃度が 20 μg/ml、 4 μg/ml、 2 μg/ml、 0.4 μg/ml、 
0.2 μg/ml となるように ICG を溶解、これらを紫外可視分光光度計で、吸光波長 784nm の条
件で測定を行い、得られた値から検量線を引いた。 
この検量線よりサンプルの薬物含有量を算出、膝関節腔内の薬物残存量をグラフにプロ
ットした。 
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2.3 結果 
 
2.3.1  減圧下におけるマトリックス型徐放性ゲル製剤の調製 
 当初はゲル製剤を調製後に薬物溶液を溶解する手法で検討を行った。しかしゲル基材の
粘度が高く攪拌が難しく、均一な製剤の調製が困難であった。また膨潤性が高いため、体積
が大きくなるという問題も発生した。調製方法を検討した結果、先に薬液を調製し、薬液に
基材を加えゲル化させることで、均一な薬剤を作ると共に、製剤体積の維持を確立した。 
また、常圧下で脱気せずに ICG 水溶液にゲル基剤を溶解した場合、細かい気泡が混入し、
ゲル製剤全体が白濁した(Fig. 9a)。この状態では、製剤の一定体積内の薬物含有量が減少す
ると共に、生体内に気泡を入れてしまう事になる。検討を重ねる中で、減圧下で攪拌をする
事で、気泡の除去を行いながら製剤を調製する事に成功した(Fig. 9b)。減圧下で攪拌をした
ものは製剤内の気泡は存在しない透明な製剤となった。これらの製法によって調製された
ゲル製剤は、体内投与製剤として適していると考えられるため、以降のゲル製剤調製時には、
本手法を用いて調製する事にした。 
 
 
(a)                (b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig.9. Appearance of gel formulation after preparation 
(a) Gel formulation prepared under normal pressure without deaeration. 
       (b) Gel formulation prepared under reduced pressure with degassing.  
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2.3.2  ICG 含有徐放性 MC 製剤の膝滞留性確認 
1 mg/mL の ICG 含有徐放性 MC 製剤 20 µL を麻酔下のラットの膝関節腔内に投与し、膝
関節周辺、肝臓、小腸の蛍光強度を、IVIS を用いて、投与直後、1、3、6、24、72、168 時
間後に測定、イメージング写真による目視確認と蛍光強度を算出した(Figs. 10、11) 。 
膝関節周辺のイメージングによる目視蛍光確認は、投与後 1 時間で強い強度が確認され
た後、6 時間経過しても同様の状態が続いた。24 時間以降、経時的に蛍光は弱くなっては
いるが、168 時間経過しても蛍光は確認された。 
蛍光強度測定においては、投与後 6 時間で膝関節部に強い強度が確認された後、徐々に減
少していったが、168 時間経過しても蛍光が確認された。また微弱ながら肝臓、小腸にも蛍
光が確認されており、徐放により緩やかな ICG の移行が行われている事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10. Optical images of fluorescence derived from ICG intra-articularly administered in the 
rat knee joint as a 1.0-mg/mL MC gel formulation. 
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Fig. 11 Time-course of fluorescence intensity of ICG administered in the rat knee joint as a 
1.0-mg/mL MC gel formulation.  Knee (○), liver (□), and intestine (◇).  Each value represents 
the mean ± S.D. (n=3). 
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2.3.3  ICG 含有徐放性 HA 製剤の膝滞留性確認 
1 mg/mL の ICG 含有徐放性 HA 製剤 20 µL を麻酔下のラットの膝関節腔内に投与し、膝
関節周辺、肝臓、小腸の蛍光強度を、IVIS を用いて、投与直後、1、3、6、24、72、168 時
間後に測定、イメージング写真による目視確認と蛍光強度を算出した(Figs. 12、13)。 
膝関節周辺のイメージングによる目視蛍光確認は、MC ゲル徐放性剤と同様に投与後 1
時間で強い強度が確認された後、6 時間経過しても同様の状態が続いた。この製剤も 24 時
間以降経時的に蛍光は弱くなってはいるが、168 時間経過しても蛍光は確認された。 
蛍光強度測定においても MC ゲル徐放性剤同様で、投与後 6 時間で膝関節部に強い強度
が確認された後徐々に減少していったが、168 時間経過しても蛍光が確認された。またこ
の製剤も微弱ながら肝臓、小腸にも蛍光が確認されており、徐放により緩やかな ICG の移
行が行われている事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12 Optical images of fluorescence derived from ICG intra-articularly administered in 
the rat knee joint as a 1.0-mg/mL HA gel formulation. 
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Fig. 13. Time-course of fluorescence intensity of ICG administered in the rat knee joint as a 
1.0-mg/mL HA gel formulation.  Knee (○), liver (□), and intestine (◇).  Each value represents 
the mean ± S.D. (n=3). 
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2.3.4  ICG 蛍光強度による製剤間徐放性比較 
膝関節部の蛍光強度のグラフを一元化し、製剤間の膝関節腔内の薬物残存量の比較を行
った (Fig. 14)。 
ICG 水溶液は投与後 1 時間でピークに達した後、24 時間以内に薬物はほとんど膝関節外
に漏出している結果となった。ピークが投与後より 1 時間後の蛍光値が高い理由は、投与直
後よりも 1 時間後に膝関節内に薬物が行き渡り、蛍光が強く測定されたものと考えられる。
それに対し、ICG 含有マトリックス型徐放性ゲル製剤は、HA、MC 共に投与後 6 時間経過
した時の蛍光が最も高い値となった。これは投与後徐々に薬物が関節腔内に行き渡り、6 時
間後が最も関節内に行き渡ったと考えられる。 
これらの結果より、ICG 含有マトリックス型徐放性ゲル製剤は、HA、MC いずれも水溶
液よりも膝関節腔における滞留性が良いことが示された。 
しかし、今回の実験では 2 つのマトリックス型徐放性ゲル製剤間の滞留性には、有意差
がほぼ確認できない結果となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14. Time-course of the fluorescence intensity of ICG administered in the rat knee joint as 
an aqueous solution (○), MC gel formulation (□), and HA gel formulation (◇).  Each value 
represents the mean ± S.D. (n=3). 
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2.3.5  ICG 徐放性ゲル製剤の薬物抽出定量法による膝関節腔内滞留確認試験 
 摘出した膝関節の薬物残存量を作成した検量線から算出し、グラフに一元化した(Fig. 
15)。ICG 水溶液は、投与直後から急速に関節外に漏出し、24 時間後にはほとんど薬物が
残留していないことが確認された。 それに対し、HA ゲル製剤と MC ゲル製剤は共に、4
時間後にも薬物が確認され、微量ながら 1 週間後も薬物が残存していることが確認され
た。薬物残存量の比較試験においても、ゲル製剤中の ICG は水溶液中よりも膝関節に長時
間留まり、徐々に関節外に流出されていることが確認された。 
 しかし抽出定量による実験においても、2 つのマトリックス型徐放性ゲル製剤間の滞留
性には、統計的な有意差が確認できない結果となった。 
 
 
 
 
Fig. 15 Time-course of the remaining amount of ICG administered in the rat knee joint as an 
aqueous solution (○), MC gel formulation (□), and HA gel formulation (◇). Each value 
represents the mean ± S.D. (n=3). 
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2.4 考察及び小括 
ICG 含有マトリックス型徐放性ゲル製剤は、ICG 水溶液と比較し、関節局所蛍光測定法に
おいても、薬物抽出定量法による膝関節腔内滞留確認試験においても、膝関節腔における滞
留性が良く、また薬物の徐放、関節滞留が行なわれていることが示された。また 1 週間後に
抽出処理のため、膝を切開した時においても、膝関節内に粘性の高いゲル製剤が残留してい
ることも確認された。これらの結果から、マトリックス型徐放性ゲル製剤は関節内徐放に適
した剤形であると考えられる。 
 今回の試験では、メチルセルロースを用いた製剤と、ヒアルロン酸ナトリウムを用いた
製剤の徐放性の明確な差異は確認できなかった。関節局所蛍光測定では蛍光量の顕著な差
異が測定できず、また抽出による残留薬物測定においては、HA ゲル製剤は MC ゲル製剤
と比較し ICG を多く残留している傾向にはあったが、検出量が微量であるため大きな差異
が確認できず、共に統計学的には有意な差は確認できなかった。 
 今回粘度は共に約 50,000mPa･s を超えており、正確な測定を行うことが出来なかったが、
共に近似の粘度を持っている。しかし分子量、保湿性においては HA の方が高く、関節液の
流出、及び外部血管との循環を考慮すると、HA の方が理論的にも加水分解は遅く、長期製
剤保持が出来ると考える。 
 生体物質でもある HA ゲル製剤が関節腔内への注射剤として最適と考え、以降の検討に
はヒアルロン酸ナトリウムを基材としたマトリックス型徐放性ゲル製剤を調製し用いるこ
とにした。 
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第三章 PLGA/HA 2 段階徐放製剤の調製及び徐放性の検証 
 
3.1  緒言 
これまで検討したゲル製剤は調製が簡便であり、ICG の膝関節腔内徐放効果が認められ
たが、将来の医薬品化を考慮するとより長期的な薬物放出が望まれる。  
 そこで長期徐放性製剤として、生分解性ポリマーであるポリ乳酸グリコール酸共重合体 
(PLGA) を用いた微粒子徐放製剤を検討した。PLGA 微粒子製剤は臨床使用されており
23）、DDS 研究においても多くの発表がなされている 24-30）。 
 今回の投与部位である関節腔内では、粒子径が大きい場合、薬物含有量も多く長期徐放
化の可能性が期待できる反面、屈伸等の膝関節の動作時に異物感を感じ、動きの制約が出
てしまう可能性がある。一方粒子径を小さくしていくと、比表面積の増大により薬物放出
速度が大きくなり、徐放性が低下する可能性がある。また関節膜を通過できるサイズとな
り、徐放されることなく粒子のまま流出していく可能性も懸念される。 
 今回はラットの患部の違和感の軽減と徐放性を鑑み、メジアン径の D50 が 1 μm の粒子
を目標として調製することにした。 
また、先に検討した HA ゲル徐放性基剤中に PLGA 微粒子を分散させた併用製剤も検討
した(Fig.16)。この製剤では、PLGA 微粒子製剤からの薬物放出を抑え、PLGA 微粒子から
HA ゲル層、そしてゲル層から関節腔外への 2 段階の徐放が可能と考えられた。また微粒
子製剤の関節腔内での異物感を緩和できる効果も期待できる。  
 それぞれの ICG 含有製剤を調製しラットの膝関節腔に投与、IVIS により薬物の動態及び
関節腔内の薬物残留を観察した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 16. Image model of PLGA /HA Gel formulation. 
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3.2 実験方法 
3.2.1  試薬、実験動物及び実験機器 
ゲル基剤として、ヒアルロン酸 FCH-200 (HA、分子量：約 2,000,000)を、キッコーマンバ
イオケミファ株式会社（東京）から購入して使用した。PLGA には乳酸とグリコール酸比率
が 50:50 のグレード を Sigma-Aldrich Japan 社（東京）から購入して使用した。 
投与する蛍光物質として、インドシアニングリーン（ICG）は和光純薬工業株式会社（大
阪）から購入した。溶解液には注射用水を大塚製薬工場株式会社（徳島）から購入した。麻
酔薬にはイソフルラン を DS ファーマアニマルヘルス株式会社（大阪）から購入した。ラ
ット関節腔内への薬剤投与には、26 G × 1/2 (内径 0.45 mm×13 mm) の針をテルモ株式会社
（東京）から購入し、HAMILTON 社（ネバダ州レノ、米国）のマイクロシリンジに装着し
用いた。 
実験動物として、日本エスエルシー株式会社（静岡）より 8 週齢の SD 系雄性ラット (体
重約 250 g) を購入し、2 週間内（8～10 週齢）に実験に用いた。本検討で実施した動物実験
は、École Nationale Vétérinaire d’Alfort（Maisons-Alfort, Val-de-Marne, France）の倫理規定に従
って行った。 
 粒子調製のための攪拌には、OMNI International 社（東京）の OMNI TH を用いた。 
 凍結乾燥は、東京理化器械株式会社（東京）の凍結乾燥機 FDU-2100 を用いて行った。 
 粒子の形状確認には、日本電子社（東京）の走査型電子顕微鏡 (SEM)JSM – 6060 を用い
て行った。また粒子径の測定には、マルバーン社（マルバーン、英国）のゼータサイザーナ
ノ ZS を用いて測定した。振とう器はヤマト科学製の MK201D を用いた。 
薬物投与、動態の確認には、住商ファーマインターナショナル株式会社（東京）製の real 
time In-Vivo Imaging System (IVIS) を用いて蛍光強度の確認を行った。 
 薬物の定量には、島津製作所製の紫外可視分光光度、UV-1800 を用いて測定を行った。 
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3.2.2. PLGA 粒子製剤の調製方法 
PLGA 微粒子製剤は水中エマルジョン溶媒拡散法にて調製した 31-32）。PLGA を 100 mg 秤
量し、ジクロロメタンで溶解した。同時に ICG 100 mg を注射用水：エタノール = 4：1 の混
合液 1 mL で溶解、PLGA 溶液と混和し、ICG/PLGA 溶液を調製した。粒子形成のための貧
溶媒として、Milli - Q 水 100 mL にポリビニルアルコール (PVA) 10 g を、攪拌しながら加え
溶解した。PVA 溶液を攪拌器で 10000 rpm で攪拌し、液中の攪拌器の先端に ICG/PLGA 溶
液を注射筒でゆっくりと加えた。添加が終わった後に PVA 溶液をファルコンチューブに分
取し、10000 rpm で遠心分離を行った。その後上澄み液を廃棄し、Milli - Q 水を加え攪拌分
散、遠心分離を 3 回繰り返した。3 回目の遠心分離の後上澄み液を廃棄し、残渣に Milli - Q
水を10 mL加え冷凍庫 (−20°C) にて冷凍した後、凍結乾燥を行うことでPLGA粒子を得た。 
凍結乾燥は、凍結乾燥機 (FDU-2100; 東京理化器械株式会社) を用いて、最終真空度 5 Pa
未満、乾燥棚温度−40°C、乾燥時間 24 時間に条件を設定し行った。 
 
3.2.3．SEM を用いた粒子表面の確認と粒子径の測定 
調製した ICG 含有 PLGA 粒子製剤を、走査型電子顕微鏡 (SEM) にて粒子形状を確認し
た。各試料は黒色両面テープを貼付した試料台にマイクロスパーテルを用いて直接付着さ
せた。その後プラチナコーティングを 30 mA にて 90 秒間行った。コーティングした粒子
を SEM にて観察した。  
また PLGA 粒子を注射用水に懸濁し、ゼータサイザーナノ ZS を用いて粒子径を測定し
た。 
 
3.2.4．PLGA 粒子の ICG 薬物含有量の測定 
 ICG 含有 PLGA 微粒子を 10mg 秤量し、小型試験管内で微量のジクロロメタンに溶解させ
た。完全に溶解したことを確認した後、ヒートブロックで加温しながら窒素気流下で乾燥さ
せた。乾燥した小型試験管に精製水を 1ml 加え溶解、その後遠心分離を行い、上澄み液を採
取した。採取した上澄み液を、紫外可視分光光度計により吸光波長 784nm で測定を行った。 
また、濃度が 20 μg/ml、4 μg/ml、2 μg/ml、0.4 μg/ml、0.2 μg/ml となるように ICG を精製
水に溶解した検量線用サンプルを調製、これらを紫外可視分光光度計にて、吸光波長 784nm
の条件で測定を行い、得られた値から検量線を引いた。この検量線よりサンプルの薬物含有
量を算出した。 
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3.2.5．PLGA/HA 2 段階徐放製剤の調製方法 
 ICG 含有 PLGA 微粒子を注射用水溶液に分散し、20 mg/mL 分散液を調製した。次に分散
液 1.0 mL に対し HA 粉末 10 mg を攪拌しながら少量ずつ添加した。全量添加後、減圧下で
攪拌を行い、HA ゲルを形成させると共に、ゲルの中に PLGA 粒子を分散、内包させた。 
 
3.2.6  PLGA/HA 2 段階徐放製剤の初期バースト抑制確認試験 
精製水に分散した PLGA 微粒子製剤と PLGA/HA ゲル製剤をチューブの中に入れ、IVIS
により写真撮影を行った。その後振とう器にて 3 時間、50rpm の速度で振とうを行った．1
時間及び 3 時間後に遠心分離を行い、PLGA 粒子を沈降させ、再度 IVIS により上澄み液の
蛍光強度を確認する事で ICG の漏出度合いを確認した。 
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3.2.7 シンク型拡散セルを用いた溶出試験 
特製のテフロン製のシンク型拡散セルを用いて、5mg / mL 懸濁液及び 0.75％HA ゲル中の
ICG 含有 PLGA マイクロスフェアについて ICG 溶出試験を行った（Fig.17）。メンブレンフ
ィルター（0.1μM、Omnipore（商標）Membrane Filters、Merck Millipore、Germany）をドナー
セルボックスとレセプターセルボックスとの間に挟み、スターラーバーをレセプターセル
に入れた。次に 1mL の精製水を、シリンジを用いて受容レセプターセルボックスに注入し
た。その後サンプルをドナーセルに入れキャップをした。組み立てられたセルボックスを、
37℃の恒温水槽中に入れでスターラーバーを回転させ攪拌した。その後所定の感覚注射器
を用いてレセプター細胞から所定の間隔でサンプルの全量を回収し、同量の精製水を注入
した。回収したサンプルの 784nm の吸光度を分光光度計で測定し、ICG を定量した。サン
プルは各 3 回試験を行い、グラフにプロットし比較をした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.17. Simplified diagram of sink type diffusion cell dissolution tester. 
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3.2.8 PLGA 微粒子製剤と PLGA/HA 2 段階徐放製剤の ICG 蛍光強度測定による製剤間の  
徐放性比較 
イソフルラン麻酔下のラット右膝関節腔に、PLGA 微粒子製剤及び PLGA/HA ゲル製剤を
20 μL 注射し、投与直後、1、3、6、24、72、168 (1 週)、336 (2 週)、504 (3 週) 、672 (4 週) 
時間後に IVIS で膝関節周辺の蛍光を測定した。 
調製した ICG 含有 PLGA 微粒子製剤と PLGA/HA ゲル製剤を、イソフルラン吸引麻酔下
のラットの関節に投与した。そして再度吸引麻酔をかけ IVIS にセットし、イメージングに
よる目視確認、及び膝関節周囲の蛍光強度を測定した。 
 
3.2.9．製剤投与一ヶ月後の膝断面の ICG 蛍光分布の比較 
製剤投与後 672 (4 週)時間経過したラットを屠殺、解剖し膝関節を摘出した。 
 摘出した膝関節の関節包を取り除き、常温にて乾燥を行った。乾燥後関節を両断、乾燥状
態では ICG の発光が確認できないため、切断面を精製水で軽く濡らし IVIS にセット、膝関
節断面の蛍光強度を測定した。 
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3.3 結果 
3.3.1．SEM を用いた粒子表面の確認と粒子径の測定、ICG 薬物含有量の測定 
凍結乾燥後、得られた PLGA 微粒子製剤の粒子形状及び粒子表面を SEM にて確認した。
PLGA 微粒子製剤滑らかな球状粒子を形成していた (Fig. 18)。ゼータサイザーを用いて粒度
分布を測定した結果、PLGA 微粒子製剤のメジアン径 D50 は、2.3±1.3μm（n = 3、平均±SD）
であった。 
また、紫外可視分光光度計で測定されたデータを、検量線よりサンプルの薬物含有量を算
出したところ、PLGA 粒子に含まれる ICG の割合は 18.02w / w％であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Fig.18. Observation of PLGA microspheres by SEM 
 
 
3.3.2  PLGA/HA 2 段階徐放製剤の初期バースト抑制確認 
PLGA 粒子製剤から注射用水及び HA ゲルへの ICG の初期薬物放出を、簡易的な in vitro 溶
出試験で確認を行った（Fig.19）。PLGA 粒子製剤に水を加えた場合は、蛍光が直ちに確認さ
れた（Fig.19b）。振動が開始してから 1 時間後に水中で蛍光が確認され（Fig.19d）、3 時間後
に強い蛍光が確認された（Fig.19f）。逆に、HA ゲルを添加した場合、最初の 1 時間は蛍光が
確認できず（Fig.19a、c）、3 時間後にはゲル全体の弱い蛍光が確認された（Fig.19e）。これ
は、薬物の放出が HA ゲルによって持続されたことを示唆している。 
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(a)    (b)      (c)       (d)         (e)       (f) 
   
 
 
 
 
 
 
Fig. 19. Comparison of drug release into water and gel of PLGA formulation. 
(a) PLGA / HA gel initial, (b) PLGA / water initial, (c) PLGA / HA gel, rocking 1 hr, (d) PLGA / 
water rocking1 hr, (e) PLGA / HA gel, rocking 3 hr, and (f) PLGA / water, rocking 3 hr. 
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3.3.3. シンク型拡散セルを用いた溶出試験 
特殊な溶出試験機で行われた ICG 溶出量を、グラフにまとめ比較した（Fig.20）。ICG 含
有 PLGA マイクロスフェアの懸濁液は、ICG / HA 0.75％ゲル処方よりも、ICG はゆるやか
に溶出した。さらに ICG 含有 PLGA マイクロスフェアの懸濁液に HA を添加して 0.75％ゲ
ル製剤を製造することにより、溶解をさらに遅くすることができた。水溶液と比較して、
PLGA 懸濁液および HA ゲル調製物は、ICG の持続放出を抑制することが示唆された。そ
してそれらを併用した PLGA / HA ゲル製剤を用いる事で、更に溶出の抑制が可能であるこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.20. Amount of ICG eluted from an aqueous solution (○), 0.75% HA gel formulation (●), 
PLGA aqueous suspension (□), and PLGA / 0.75% HA gel formulation (◇).  Each value 
represents the mean ± SD (n = 3). 
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3.3.4 PLGA 微粒子製剤と PLGA/HA2 段階徐放製剤の、ICG 蛍光強度測定による製剤間の
徐放性比較 
 PLGA 微粒子製剤及び PLGA/HA ゲル製剤をラット右膝関節腔に注射し、投与直後、1、
3、6、24、72、168 (1 週)、336 (2 週)、504 (3 週)、672 (4 週) 時間後に、IVIS で膝関節周辺、
肝臓、小腸の蛍光を観察した(Figs. 21,22)。PLGA に封入したことにより IVIS 画像による蛍
光の観察は難しかったが、約 1 ヶ月間蛍光を観察することができた。このことから前章等で
検討を行ってきた徐放性ゲル製剤よりも、 より PLGA 製剤は長期間徐放化できることが示
された。 
PLGA/HA Gel 製剤は PLGA 製剤と比較し、より長期的な徐放をしているような傾向が確
認されたが、統計的な有意差は確認できなかった。 
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Fig.21 Optical images of fluorescence derived from ICG intra-articularly administered into the 
rat knee joint as a formulation. (a) ICG solution. (b) HA GEL formulation. (c) PLGA formulation. 
(d) PLGA / HA gel formulation. Observation was carried out for 1 week after administration except 
for ICG solution. 
  
(a) 
(b) 
(c) 
(d) 
Background  1h    3h      6h      1d      3d     7d     14d     28d  
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Fig.22. Time-course of the fluorescence intensity of ICG administered into the rat knee joint as 
an aqueous solution (○), HA Gel formulation (●), PLGA formulation (□), and PLGA / HA gel 
formulation (). Each value represents the mean ± S.D. (n=3). The half-lives of ICG administered 
as the aqueous solution (3 hr and later), PLGA microsphere (24 hr and later), HA gel formulation (24 
hr and later), and PLGA/HA gel formulation (24 hr and later) based on the semi-logarithm plot were 
17  3, 61 ±16, 63 ±3, and 149 ±15 hr respectively. Statistical differences of the half-lives were found 
between ○ and ●, ○ and □, ○ and , ● and , and □ and . 
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3.3.5 製剤投与一ヶ月後の膝断面の ICG 蛍光分布の比較 
 製剤投与後 4 週間飼育したラットを屠殺、解剖し摘出した膝関節を乾燥させ両断、切断面
を精製水で軽く濡らし IVIS にセット、膝関節断面の蛍光強度を測定した。 
ICG 水溶液を投与した膝関節の断面はほぼ無色であり(Fig.23a)、IVIS 蛍光測定においても
ICG の蛍光強度は確認することが出来なかった(Fig.23d)。それに対し PLGA 製剤、及び
PLGA/HA Gel 製剤は、膝関節の断面に ICG の緑色の名残が確認でき(Fig.23b,c)、IVIS 蛍光
測定においても蛍光強度が確認する事が出来た(Fig.23e,f)。特に PLGA/HA Gel 製剤は PLGA
製剤の蛍光強度と比較して強く、広範囲で蛍光が確認された。 
 
     
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 23. The cross-section of the knee joint after 4 weeks, and optical images of fluorescence 
derived from ICG. (a) ICG solution. (b) PLGA formulation. (c) PLGA / HA gel formulation. (d) 
Fluorescence of ICG solution. (e) Fluorescence of PLGA formulation. (f) Fluorescence of PLGA / HA 
gel formulation.  
 
  
(d)            (e)              (f) 
(a)              (b)             (c) 
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3.4 考察及び小括 
エマルジョン溶媒拡散法により調製された PLGA ナノスフェアを用いた研究は古くから行
われており、膝関節に投与された報告はいくつか出ている 33)。しかし徐放データは多く発
表はされているが、実際の薬物動態をモニタリングした報告はあまりない。我々は膝関節
の実験に用いられた実績のある PLGA 粒子製剤に基づいた研究に着手、ICG をこの調製に
含め、持続放出のモニタリングを行った 34）。 
 投与部位である関節腔に投与する PLGA 微粒子製剤は、粒径が大きいと薬物含量が高く
徐放持続の可能性が期待できるが、膝関節曲げたり伸ばしたりする動作時に異物感が感じ
られ、運動能力の低下の可能性がある。一方、粒子径が小さくなると、比表面積の増加に
より薬物放出速度が増加し、徐放性が低下するおそれがある。また関節膜を通過できる粒
子径になり、徐放することなく粒子として関節外に流出する可能性もある。患者の患部の
不快感の減少及び徐放の観点から、我々は今回、平均粒子径が 1～5μm の粒子を調製する
事にした。 
 PLGA 粒子サイズおよび ICG 含量を調べた。ホモジナイザーの回転数等を調整すること
により、メジアン径 D50 は 2.3±1.3μm、ICG 含有量が約 18.02w / w％の PLGA 粒子製剤を
調製する事に成功した。また、これを先に検討した HA 徐放剤に分散させることにより、
より緩やかな徐放を目指した製剤を調製した。HA ゲル製剤の研究の際に、HA 濃度を 5mg 
/ mL で調製していたが、粘度が高すぎるため PLGA の分散が困難であり、また投与に支障
をきたした。そのため、PLGA 分散用の HA ゲル製剤には、粘度が約 3.9×102mPa²であ
り、PLGA の均一分散および投与に適した 1mg / mL の濃度で HA を溶解した。この条件下
でも数日間の徐放性が確認されており、PLGA の放出を抑制するのに十分であると考えら
れた。 
 今回の実験により、あらためて PLGA 製剤は膝関節内に長期間にわたり持続放出が可能
な製剤であることが確認された。投与の初期段階での強い蛍光は、表面層に分布した ICG
微粒子が破裂したときに現れる初期相に起因すると考えられる。 
このような特性を有する PLGA 粒子製剤を HA ゲル中に分散させることにより、粒子表面
のバーストをある程度まで低減することができた。微粒子からゲル、ゲルから関節と 2 段
階の徐放性を持たせることで、徐放をよりゆっくりと行うことができると考えられる。薬
物投与後 1 ヶ月経過した膝関節を摘出し切開した際も ICG の着色が目視で確認でき、切削
面の蛍光強度から関節残存量が増加していることが確認できた。またラットの動きは、
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PLGA 懸濁液を投与したときよりも異物を感じるような仕草をことなくスムーズに歩行し
ていた。 
PLGA 製剤は長期持続放出に適しており、さらにマトリックスとして HA ゲルを使用する
ことにより、使い易い徐放性製剤が調製できることが示された。 
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総括 
膝関節痛の研究は古くから行われており、徐放性製剤開発は報告されているが、薬物動
態に着目しながら徐放性を検討している例は少ない。本研究において、ラット膝関節腔内
に投与した溶液の滞留時間が極めて短いことが確認された。関節内の滑膜には有窓性血管
が分布しており、水溶性の高い薬物は、滑液中に注入された後速やかに血中へ移行すると
考えられる 35-38）。 
関節腔内投与される製剤に具備されるべき条件としては、製剤から放出された分子状の
薬物の滑液中への放出速度が、滑液中からの薬物の消失速度に抗して上回る必要があるこ
とである。そのような状態であれば関節腔内薬物濃度の持続化が達成されると考えられ
る． 
本研究では、関節腔内に残存する薬物を蛍光イメージングにより可視化するとともに、
その蛍光強度を測定することによって、一定期間 (定常状態) に一定速度で消失している
ことが確認できた。 
調製した HA ゲル製剤は、ラット膝関節腔内投与後、膝関節を取り出し切り開いた時
に、投与後 7 日目でも関節腔内に残存していることが観察された。ゲルの膨潤状態が保持
された結果、ICG 放出が制御され、投与後 1 週間まで薬物が放出されたと考えられる 39-
43）。ICG 含有 HA マトリックス型徐放性ゲル製剤は ICG 水溶液と比較し、関節局所蛍光測
定法においても、薬物抽出定量法による膝関節腔内滞留確認試験においても、膝関節腔に
おける滞留性が良く、また ICG 薬物の徐放を行っていることが示された。 
 本研究で検討された HA ゲル製剤調製技術は、簡便な調製法と安価な基材で行える手法
であり、また関節構成成分で作られている親和性の高い製剤であるので、開発の初期ステー
ジの化合物スクリーニング、及び初期臨床試験にも適している製剤であると考える。 
 また、PLGA 製剤はより長期的な徐放が可能な製剤である事が確認された． 
 製剤はエマルション溶媒拡散法で調製したが、ICG は水以外の溶媒には溶けにくい性質
を持っているため、物理的混合物として調製されたため、ICG は分子状態で PLGA 中に分
散しており、ICG 含有量が約 12％程度であった。また PLGA 微粒子表面に ICG 分子が存在
していると考えられ、そのため PLGA 粒子製剤を投与した際に、表層に分布していた薬物
微粒子がバーストしたことで初期相が現れたと考えられる。 
 このような特性を持つ PLGA 粒子製剤を、先に検討した HA ゲル製剤に分散した併用製
剤とすることで、粒子表面のバーストを軽減させ、また微粒子からゲル、ゲルから関節腔へ
の 2 段階徐放の性質を持たせることで、より長期的で緩慢な放出を行うことができると考
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えられる結果が得られた。PLGA の異物感を軽減させ、かつ疼痛緩和を行う機能をもつ徐放
製剤として、患者の quality of life の向上に寄与する剤形であると考える。 
 現時点では放出コントロールが完全にはできてはいない。ヒアルロン酸ナトリウムの粘
度と、徐放性速度の相関を研究することで、より幅広い溶解性や分子量などを持つ化合物に
適応する製剤に応用できると考える。 
 また PLGA に関しても、今回は乳酸: グリコール酸が 50: 50 のグレードを用いて検討し
た．PLGA は乳酸が多くなる程分解が遅くなるので、より長期徐放を行うには乳酸の比率を
上げていくことも手段として考えられる。しかし長期徐放の反面、一定時間内の放出量が疾
患の治療に必要な量より少なくなる可能性もあり、投与量と放出量の相関を掴んで検討す
ることが必要である 44）。現在、PLGA / HA ゲル製剤の実際の製品化を目指した剤形や調製
法、将来のプレフィルドシリンジ製剤化など機能性投薬剤形を目指した検討を継続してい
る。 
本研究では、PLGA マイクロスフェアと HA ゲルを組み合わせることにより、患者の膝の
負担を軽減できる長期徐放性製剤を開発した。PLGA 製剤の研究範囲が広いため、HA ゲル
との組成比と配合比を最適化することにより、より効果的な膝関節徐放性製剤を開発でき
ると考えられる。 
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